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　筆者は(1).(2)，さきにヽ，蛋白分解酵素に対して，濾紙電気泳勣を適用して得た，泳勤濾紙を，写
真フイルム膜面にご作用せしめる方法で，容易に, active fraction の分布を，識り得る事を認め，
これを, Papain, Ficin等の，蛋白分解酵素に適用して，二三の，知見を得た．しかし, Papain
の如きものは，電気泳勁中，或いは，以後の処理の開に，酸化による失活の懸念が，甚だしく大
きい．従って，写真フイルム法を，適用するに当っては，予め，これを，濾紙上で，充分賦活しな
ければならない.
　Papainの失活は, thiol group が, disu】fideに酸化される事に依ると考えられ，従って，之が
活性化は, cyanide, cysteine, reduced glutathion, sulfide等の還元剤で，行われる事が，知ら
れて居る．
　一方，重金属イオンが, Papainを，不活性化する事も，Ｋｒebｓ(3).(4)よって，指摘されて居る.
　Kimme】゛5)等は，従来から, Papainの賦活剤として，用いられて居る所の, cysteine, H2S,
cyanide等が, disulfide bondを，還元する能力を有するだけでなく，一方に於いて，金属イオ
ンを，結合して，不溶性の化合物を作る能力をも，持って居る事実，或いは，又，同一pHに於い
ては，金属イオンと, complex　を形成し得る, anionを含む，緩衝液中に於ける方が(例えば，
citrate, phosphate等) , complexを，形成し難い緩衝液(例えば, acetate)中に於けるより
も，活性度が高い事に着目し, Papainの活性化には, disulfide bond の還元と同時に，金属イオ
ンの除去をも，重要と考え，後者の目的の為に，キレート試薬を，還元剤と，併用する事によっ
て，結晶Papainに対する強度の活性化に，成功して居る．又，併用する還元剤としては, cysteine
をｐＨ５～７の間で用いた場合にご最も強度の賦活効果を得て居る．
実　験　並　ひ　に 考　察
　１　本実験に用いた，市販のPapain標品には，上記の，結晶化し得た, Papain fraction以
夕Fに，なお，一種以上の，蛋白分解酵素が，共存して居る筈である．この粗標品の，平均的蛋白分
解能に対する，最適活性化条件を，上記主旨の下に，検討した．
　即ち，恂禄酸緩衝液にてpH= 5に調節した所の，0.6％Ｃａsｅｉｎ溶液を，基質とし，この5 ml
に対し，還元剤としては, cysteine或は, KCNを，又キレート試薬としてはＥＤＴＡを加えて，
予め一定条ｲ牛で，賦活した（或いはせざる）溶液１ｍｌを加え，所定温度で，一定時間作用せしめた
後，三塩化酷酸溶液５ｍ１を加えて，沈澱を濾別し,･濾液の, 275 mμに於ける，吸光度を測定し
た．結果を要約してTable 1 に示す．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　´
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　Table １　　Papain標品に対する賦活条付め比較
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但.し　＊は５倍量の酵素を用いて得た数字である．
　之の結果，本実験に用いた，市販Papain製剤も亦, cysteineとＥＤＴＡにより，最も顕著な
賦活を受ける事を認め得た．　　　　　　　　　　ノ　　　　　　≒
Ｈ)　絵紙上の, Papain spotsを，賦活するに当‘つては, spotの位置を，ずらす事なく行う事
が，必須条件として，要求される．この為に，二三の'方法を試みた結果，予め乾燥せしめた該濾紙'
に, cysteine及びＥＤＴＡを含む，緩衝液を噴霧し．こ･れを,‘二枚のポリェチレン薄紙の間には
さみ，更に，之を，ガラス板ではさんで，四囲を，ビー4＝･－ルテープで，密閉七，一定時間，40°Ｃ
に保った後，同―緩衝液(但し, cystein及びＥｔ)ＴＡを含まない)・1　を用いて，既述(1)の方法
で，写真フイルムに，作用さす事により，満足すべ.き結果が得られる事を知った．
　次いで，賦活条件即ち噴霧する, cysteineのぬ皮及びし賦法時間について，基木的な検討を試
みた．即ち，濾紙片に, 0-196 Papain溶液, 0.005 m!を添者した転の，及び，之を，40°Ｃで，
減圧下に乾燥したものの二例に対し，１％或いは２％或いは３％のcystein及び0.001MのEDTA
を含払杓縁酸緩衝液(ｐＨ５)を0.012 ml/cm^ の割合で･，給紙面に，出来る丈，万編なぐ，噴霧
し，上述の方法で，40°Ｃに, 0,1及び２時限保ってｌ
‘．賦活しだ後，給紙を取り出し, cysteineを
含まない，同一緩衝液を用いて，写真フイルムに，一定時問,･作用せしめた．其の結果をFig. 1
に示す．
　之の結果より，本実験に川いた，フイルムの定着条件？では，２％のcysteine溶液を用いて，
強度に，不活性化した, 0.5mgのPapain spotsをフイル'ム上に，検出し得る事を知っ頻
　本実験の場合は，Ｉに得た結果と異り，賦活剤は，作用=時比与刄斎丈で充分で，必ずしも予め，
40°Ｃで，賦活する必要は認められない。之は，Ｉの実験例に比し。cysteine/papainが高い為で
註１　之の場合にj cvsteineを含んだ緩衝液を用いると,．フイルムのがIラチンは極く短時間に，全面的に溶
　脱してしまう．
註２　フヂフィックスを用い，20°C 15分定着．
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　Fig. 1. A, B, Cは2％ｃystｅｉｎｅ溶液（0.001M-ＥＤＴＡを含む）を，又D, E, Fは1％
cysteine溶液（0.001M-ＥＤＴＡを含む）を噴霧し, A, DはＯ時間, B. Eは１時間, C, Fは
２時間，40°Ｃで賦活した後，フィルムに１時間30°Ｃで作用せしめたせの．
　尚，Ａ～Ｅを通じて，すべて，上は濾紙に添着後，直ちに賦活したもの，又下は，減圧乾燥後
賦活したPapain spot‘による膜面溶説図型である．但し, D, E, Fでは下のは認め得ない．
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はなからうか．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　・
　なお, cysteine濃度３％以上のものを，噴霧した場合，フイルムのゼラチン膜は，短時間に,’
全面的に，溶脱する事を認めた．
　又> cysteineの代りにＫＣＮを用いて，同様の実験を行ったか，之の場合も, KCNの賦活効
果はcysteineのそれに及ばない事を認めた．
　ⅢKimmel等は，結晶Papainの, Benzoyl-L-Argininamideに対する，最適ｐＨとして，
5～7と云う値を得て居るが，本実験に，使用した, Pelpain標品についてはI Ovoalbuminを基
質として，測定し, Fig. 2に示す結果を得た．
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　測定法; 0.05M杭1禄酸緩衝液を用いて，所定のpHIに調製した, ＼.1% Ovoalbumin溶液を基
質とし，之に，0.5％Ｐａｐａｉｎ溶液（0.05M cysteine 及び/0.001M-ＥＤＴＡを息む) 1 mlを加え，
40°Ｃで１時間反応せしめ，三塩化酷酸にて処理した後，2ﾌﾞ5mμに於ける吸光度を測定した，
　Fig. ２から明かな如く，本標品の最適pHは３こ４にあ払,笑に又７～８にも小さなpeakを
示し７居る｡これは本標品中の蛋白分解酵素の，多様性を物h吾ると同時に, Kimmel等が得た結晶
Papainの，本標品中で占める割合が，僅少である事を推定させる‥
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Fig. 2. Ovoalbuminに対する市K Papain標品のpH,活性炭曲線
　IV　本Papain標品に対して，濾紙電気泳勁を適用･して得た,･泳動濾紙を，上述の方法によっ
て，賦活し，写真フイルムに，併用せしめて，そのProtease spots の分布を調べた．
　泳動方法は, Kunkelの装置（6）に倣って行った．即か, 6枚の濾紙（東洋濾紙Ｎ０.51）片（30
×3 cm2）を0.2M拘禄酸緩衝液に浸し，大型濾紙間にはさんで，充分，吸いとらせた後各濾紙の
中点に，約５％のPapain溶液を0.005 ml 宛，添着しで↓　重ね合せ，ポリエチレン薄紙を介し
て，二枚の，ガラス板にはさみ，69 g/cm^ の重量を懸け,十濾.紙の両端を，緩衝液檜に浸して，約
２時間後に通電した．泳動終丁後，一枚を, B. p. Bで染色し，他の５枚は，40°Ｃで減圧下に乾
燥し，写真フイルム法に使用した．即ち2 % cystふ９及び０,･OPIM-EDTAを含む，恂禄酸緩衝
液（ｐＨ＝５）を, 0.0012 ml/cm- の割で噴霧し，前記（Ｕ）の方法に依り，一時間，賦活を行っ
た後，同じ拘禄酸緩衝液(cysteine及びＥＤＴＡを含まない）を涌いて，既述の方法で，写真フ
イタムに，作用せしめた．結果は, Fig. 3.に示した通りである.
　なお，前記ｍの結果から見れば，本Papain標品の有用条件として, pH 5は，必ずしも，適当
ではない．然し，本実験では，作用ｐＨを，電気泳勁めｐＨと，一致させる方が，好ましいので，
本標品の，溶解性，或は，電気泳動的分離性を考慮して, pH5斗撰んだ．
　この結果から，本標品に認められる，三つの蛋白Fractionの，すべてが，蛋白分解能を持つ事
を，明瞭に，認め得た．　　　　　　　　　　　　･．　≒
　なお, Kimme】等が，結晶状に得たPapainは／その中の，最少易動度のもの，即ち. Fig. 3
のFrc.-3に該当すると考えられる．
Frc.･1
Frc. -2
Frc.-3
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　　　　　　　　　　　　　　　Ｂ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ａ
　　　　　Fig. ３．市販Papain標品５％溶液0.005 ml を9 Volt/cm で10時間泳勣せしめた．
　　　　　　ＡはB. P. Bで染色，Ｂは賦活後写真フィルムに20分作用せしめたもの．×印は原点
　　　　　　の位置を示す
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約
　1.濾紙上の. Papain spots　を, cysteine及びキレート試薬（ＥＤＴＡ）によって，賦活する
事により，従来より，更に微量のspotを，写真フイルム上に，検出し得た．
　２．　之の方法を適用した結果，市販Papain標品中に認められる，三つの蛋白fractionがすべ
て，蛋白分解能を有する事を認めた．
　３．市販Papain標品のOvoalbuminに対する至適pHとして, 3.5と云う値を測定した．
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